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Feedback-resistente Homoserin-Transsuccinylasen mit modifi- 

ziertem C-Terminus 

Die vorliegende Erfindung betrifft feedback-resistente Homose- 
rin-Transsuccinylasen, Mikroorganismenstamme enthaltend diese 
Enzyme sowie ihre Verwendung zur Herstellung von L-Methionin 
oder S-Adenosylmethionin. 

Methionin ist eine fur den Menschen und fur viele Tiere essen- 
tielle Minosaure. Sie wird vor allem far den Futtermittel- 
markt produziert und als Racemat dem Tierf utter zugesetzt. Die 
Synthese erfolgt chemisch aus Acrolein und Methanthiol Uber 3- 
(Methylthio) -propionaldehyd, der mit Blausaure, Ammoniak und 
Kohlendioxid tiber ein Hydantoin in D, L-Methionin iiberfiihrt 
wird. Eine Racemattrennung kann enzymatisch erfolgen. 

S-Adenosylmethionin (SAM) ist der wichtigste Methylgruppen- 
donor im Stoffwechsel und findet im Pharmabereich Verwendung 
bei der Behandlung von Depressionen, Erkrankungen der Leber 
und Arthritis. Beschriebene Verfahren zur SAM-Herstellung um- 
fassen vor allem die Anzucht von Hefen (Schlenk F. und DePalma 
R.E., J. Biol. Chem. 1037-1050 (1957), Shiozaki S. et al., 
Agric. Biol. Chem. 53, 3269-3274 (1989)) in Gegenwart der Vor- 
stufe L-Methionin und die chromatographische Aufreinigung nach 
Autolyse. 

Die mikrobielle Synthese von Methionin wurde besonders inten- 
siv im Bakterium E. coli untersucht (Greene, R.C., Biosynthe- 
sis of Methionine in: Neidhardt F.C., Escherichia coli and 
Salmonella typhimurium, Cellular and molecular biology, Second 
Edition, ASM Press, Washington DC (1996), Seiten 542-560 und 
darin enthaltenen Referenzen) . Sie besteht aus einer Reihe von 
durch Enzyme katalysierten Reaktionen und ist streng regu- 
liert. Die ersten Schritte der Synthese ausgehend von Aspartat 
bis zu Homoserin verlaufen fur die Bildung der Aminosauren 
Threonin, Leucin, Isoleucin und Valin parallel. Der erste fur 
die Methioninsynthese spezifische Schritt ist die Bildung von 
O-Succinyl-Homoserin aus Succinyl-CoA und Homoserin unter Ab- 
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spaltung von Coenzym A. Diese Reaktion wird durch das Enzym 
Homoserin-Succinyltransf erase (Hbmoserin-O-Transsuccinylase, 
MetA, EC 2.3.1.4 6) katalysiert. Die Synthese von SAM erfolgt 
in einem Schritt aus L-Methionin und ATP. 

Die Aktivitat der Homoserin-Transsuccinylase ist in Gegenwart 
von L-Methionin und/oder SAM gehemmt (Lee L.-W. et al., J. Bi 
ol. Chem. 241, 5479-5480 (1966)). Diese Endprodukthemmung ver 
hindert einerseits im Bakterium eine uberschiissige, energie- 
verbrauchende Synthese von Methionin und SAM, steht anderer- 
seits jedoch auch einer -mikrobiellen Produktion dieser beiden 
Substanzen im jLndustriellen Malistab im Weg. Das fur die Homo- 
serin-Transsuccinylase codierende Gen besteht aus 930 (inklu- 
sive Stopcodon) Basenpaaren, das davon codierte Protein aus 
309 Aminosauren. Bisher wurde die Struktur der Homoserin- 
Transsuccinylase nicht aufgeklart und daher ist auch eine I- 
dentif izierung der an einer Endprodukthemmung beteiligten Ami 
nosauren nicht moglich. 

Eine bekannte Methode, die Synthese von Stof fwechselendproduk 
ten zu verstarken ist die Verwendung von veranderten Enzymen, 
deren Aktivitat nicht mehr hemmbar durch das Endprodukt ihres 
Stof fwechselweges ist (f eedback-resistente Mutant en) . So wur- 
den beispielsweise f eedback-resistente Mutanten der 3-Desoxy- 
D-Arabinoheptulonsaure-7-Phosphat-Synthase fur die Steigerung 
der Synthese von L-Tryptophan und L-Phenylalanin hergestellt 
(EP0745671A2) und f eedback-resistente Mutanten der Chorismat- 
Mutase/Prephenat-Dehydratase zur Steigerung der Phenylalanin- 
Produktion erzeugt (US5120837) . 

Vor kurzem wurde das Enzym Homoserin-Transsuccinylase aus E. 
coli durch Mutation der dafttr codierenden DNS-Sequenz dahinge 
hend verandert, dass die entstandenen Proteine eine deutlich 
verringerte Hemmbarkeit ihrer Aktivitat in Gegenwart von .L- 
Methionin oder SAM aufweisen ( JP2000139471A; DE 10247437 (An- 
meldung des gleichen Anmelders) . Es handelt sich dabei urn 
Punktmutationen, das heiflt, jeweils eine Aminosaure wurde 
durch eine andere ersetzt ( JP2000139471A: Arginin an Position 
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27 wurde durch Cystein ersetzt, Isoleucin an Position 296 
durch Serin und Prolin an Position 298 durch Leucin; DE- 
10247437: Aspartat an Position 101 bzw. Tyrosin an Position 
294 wurde durch eine andere naturliche Aminosaure ersetzt) . 
Die veranderten Homoserin-Transsuccinylasen zeigten in Ver- 
gleich zum Wildtyp-Enzym eine verbesserte Aktivitat in Gegen- 
wart der Hemmstoffe L-Methionin und/oder SAM. Bakterienstamme, 
die diese veranderten Proteine enthalten, zeigen gesteigerte 
L-Methionin-Pr odukt ion . 



Es ist wiinschenswert, moglichst viele Varianten der Homoserin- 
Transsuccinylase, die sich im Grad ihrer Aktivitat und im Grad 
ihrer Hemmbarkeit durch L-Methionin und/oder SAM unterschei- 
den, zur VerfUgung zu haben, da die mikrobielle Biosynthese 
von L-Methionin und SAM in ihrem Ablauf und ihrer Regulation . 
hOchst komplex ist und dartiber hinaus vielschichtig mit diver- 
sen anderen St of fwechselwegen in der Zelle vernetzt ist. Daher 
kann im Voraus keine Vorhersage gemacht werden, mit welcher 
Variante welcher Effekt auf das Wachstum eines Mikroorganis- 
menstamms, die Balance seiner lebenswichtigen Stof fwechselab- 
laufe und die Produktion von L-Methionin und SAM erzielt wer- 
den kann. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein breites Spekt- 
rum neuer Varianten der Homoserin-Transsuccinylase (MetA- 
Protein) zur VerfUgung zu stellen, die eine im Vergleich zum 
Wildtyp (WT) -Enzym erhohte Feedback-Resistenz hinsichtlich L- 
Methionin und SAM besitzen. 

Diese Aufgabe wird gelost durch eine Homoserin-Transsuc- 
cinylase, die im Vergleich zu einem Homoserin-Transsuccinylase 
Wildtyp-Enzym reduzierte Sensitivitat gegenuber L-Methionin o- 
der SAM zeigt, wobei das Wildtyp-Enzym eine Aminosauresequenz 
besitzt, die eine Teilsequenz TyrGlnXaaThrPro umfasst, wobei 
das Thr dieser Teilsequenz zwischen Position 285 und 310 der 
Aminosauresequenz liegt und wobei Position 1 das Startmethio- 
nin ist, dadurch gekennzeichnet, dass sie im Vergleich zum 
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Wildtyp-Enzym eine Veranderung von mindestens 2 Minosauren C- 
terminal des Thr der Teilsequenz aufweist. 

Im MetA-Protein von E. coli liegt das konservierte Thr in der 
Teilsequenz TyrGlnXaaThrPro an Position 297. (Siehe SEQ ID No. 
2) . Xaa bedeutet eine beliebige naturliche Minosaure. 

Vorzugsweise handelt es sich urn eine Veranderung von mindes- 
tens 5 Aminosauren, insbesondere bevorzugt um eine Veranderung 
von mindestens 10 Aminosauren im Bereich C-terminal des Thr 
der Teilsequenz, Bei den Veranderungen kann es sich auch um 
Deletionen odej: Insertionen handeln. 

Bisher sind nur f eedback-resistente Homoserin-Transsuc- 
cinylasen bekannt ( JP2000139471A) , bei denen die Veranderung" . 
gegeniiber dem Wildtyp auf einem Austausch einzelner Aminosau- 
ren beruht . Da die Faltung von Proteinen ein auiierst komplexer 
Vorgang ist und die enzymatische Aktivitat direkt von der 
raumlichen Struktur der Proteine abhangig ist, haben grofiere 
Veranderungen eines Proteins in den meisten Fallen einen Ver- 
lust der Aktivitat zur Folge. Uberraschend wurde jedoch gefun- 
den, dass die erf indungsgemaJSen multiplen Veranderungen im 
carboxy-terminalen Teil von MetA zu einer Herabsetzung der 
Feedback-Hemmbarkeit gegeniiber L-Methionin und SAM ftihren. 

Eine erf indungsgemaJJe Homoserin-Transsuccinylase weist eine im 
Vergleich zum Wildtyp-Enzym verbesserte Resistenz gegeniiber 
den Inhibitoren SAM und/oder L-Methionin auf. Vorzugsweise 
weist sie eine im Vergleich zum Wildtyp zumindest 2fach erhoh- 
te Resistenz der Homoserin-Transsuccinylase gegeniiber Methio- 
nin und/oder SAM auf. Besonders bevorzugt besitzt eine erfin- 
dungsgemalie Homoserin-Transsuccinylase eine im Vergleich zum 
Wildtyp lOfach erhohte Resistenz, insbesondere bevorzugt eine 
50fach erhohte Resistenz gegeniiber Methionin und/oder SAM. 

Besonders bevorzugt umfasst die Proteinsequenz einer erfin- 
dungsgemaften Homoserin-Transsuccinylase eine der in Tabelle 1 
aufgelistete Mutation. 
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Eine erf indungsgemafie Homoserin-Transsuccinylase kann bei- 
spielsweise durch Expression einer DNS-Sequenz, welche fur ei- 
ne erf indungsgemafie Homoserin-Transsuccinylase codiert, erhal- 
ten werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch eine DNS- 
Sequenz, welche fur eine erf indungsgemafie Homoserin-Transsuc- 
cinylase codiert. 

Eine solche DNS-Sequenz _ ist erhaltlich durch eine Mutation 
mindestens einer Base in einem oder mehreren Codonen eines me- 
tA-Gens, dadurch gekennzeichnet , dass sich die veranderte (n) 
Base(n) im 3'-Bereich ab dem Codon far das Threonin Thr in der 
Teilsequenz TyrGlnXaaThrPro befindet, wobei das Thr in diesex 
Sequenz zwischen Position 285 und 310 liegt. Im MetA-Protein 
von E. coli befindet sich das Thr der Teilsequenz in der an 
Position 297 (siehe SEQ ID No. 2) . 

Im Folgenden wird eine erf indungsgemafie DNS-Sequenz als feed- 
back-resistentes metA-Allel bezeichnet. Im Rahmen der vorlie- 
genden Erfindung sind als me tA- Allele auch solche Gene aufzu- 
fassen, die bei einer Analyse mit dem Algorithmus BESTFIT (GCG 
Wisconsin Package, Genetics Computer Group (GLG) Madison, Wis- 
consin) eine Sequenzidentitat von grofier 50 % zum WT-metA-Gen 
von E. coli aufweisen. Ebenso sind Proteine mit einer Sequenz- 
identitat von grofier 50 % zur Wildtyp-Homoserin-Transsuccinyl- 
ase von E. coli (Algorithmus BESTFIT, GCG Wisconsin Package, 
Genetics Computer Group (GLG) Madison, Wisconsin) und die Ho- 
moserin-Transsuccinylase-Aktivitat besitzen als Homoserin- 
Transsuccinylasen aufzufassen. 

Vorzugsweise umfasst die DNS-Sequenz eines erf indungsgemafien 
metA-Allels eine der in der Tabelle 1 aufgefuhrten Mutationen. 

Erf indungsgemafie metA-Allele lassen sich beispielsweise durch 
unspezif ische oder durch gezielte Mutagenese aus im Folgenden 
beschriebenen Ausgangsmaterial herstellen. Unspezif ische Muta- 
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tionen innerhalb der genannten DNS-Region konnen zum Beispiel 
durch chemische Agentien (z. B. l-Methyl-3-nitro-l-nitroso- 
guanidin, Ethylmethansulf onsaure u.S.) und/oder durch physika- 
lische Methoden und/oder durch unter bestimmten Bedingungen 
durchgefuhrte PCR-Reaktionen und/oder durch Amplif ikation der 
DNS in Mutator stammen (z.B. XLl-Red) erzeugt werden. Methoden 
zur Einftihrung von Mutationen an spezifischen Positionen in- 
nerhalb eines DNS-Fragmentes sind bekannt. Eine weitere Mog- 
lichkeit zur Erzeugung f eedback-resistenter metA-Allele be- 
steht in der Kombination verschiedener, zur Feedback-Resistenz 
f uhrender Mutationen zu -multiplen Mutanten mit neuen Eigen- 
schaf ten. - ^ 

Als Ausgangsmaterial fiir die Mutagenese dient. vorzugsweise die 
DNS eines Wildtyp-metA-Gens . Das zu mutierende metA-Gen kann* . 
chromosomal Oder extrachromosomal codiert sein. Durch Anwen- 
dung der vorgenannten Mutagenese-Methoden werden ein oder meh- 
rere Nukleotide der DNS-Sequenz so verandert, dass das nun 
durch das Gen codierte Protein erf indungsgemalie multiple Muta- 
tionen aufweist. 

Mit den beschriebenen Techniken lassen sich in ein beliebiges 
metA-Gen eine oder mehrere Mutationen im genannten DNS-Bereich 
einfuhren. Diese Mutationen bewirken, dass die codierte Homo- 
serin-Transsuccinylase eine zur Feedback-Resistenz gegenuber 
SAM und/oder L-Methionin fuhrende Aminosauresequenz besitzt. 

Im Anschluss an die beispielsweise wie beschrieben durchge- 
fuhrte Mutagenese erfolgt die Selektion der Mutanten mit dem 
gewunschten Phanotyp beispielsweise durch Bestimmung des Aus- 
maJies der L-Methionin- und/oder SAM-Sensitivitat der mutierten 
Homoserin-Transsuccinylasen . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind Mikroorganismen, 
welche f eedback-resistente metA-Allele enthalten. Solche Stam- 
me von Mikroorganismen sind dadurch gekennzeichnet , dafi sie 
einen zumindest durch ein f eedback-resistentes metA-Allel de- 
regulierten L-Methionin- bzw SAM-Stof f wechsel besitzen. Da bei 
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alien Mikroorganismen dieser Stof f wechsel liber denselben, an 
sich bekannten Weg verlauft und die zur Herstellung der erfin- 
dungsgemaflen Stamme anzuwendenden Techniken z. B. aus Stan- 
dardlehrbuchern allgemein bekannt und auf alle Mikroorganismen 
anwendbar sind, sind erf indungsgemafte Stamme aus beliebigen 
Mikroorganismen herstellbar. Bevorzugt geeignet zur Herstel- 
lung eines erf indungsgemafien Stammes sind Bakterien. Besonders 
bevorzugt geeignet. sind gram-negative Bakterien, insbesondere 
E. coli. 



Ein weiterer Gegenstand .der Erfindung ist die Herstellung von 
L-Methionin odpr SAM durch Kultivierung erf indungsgemafier Mik- 
roorganismen, auflerdem die Verwendung erf indungsgemafier Mikro- 
organismen zur Herstellung von Produkten, die Methionin ent- 
halten (wie beispielsweise Methionin-enthaltende Peptide) oder 
sich im Stoffwechsel der Mikroorganismen von L-Methionin oder 
SAM ableiten (wie beispielsweise Polyamine, Liponsaure, Biotin 
und Chinone) . Desweiteren konnen erf indungsgemafie Mikroorga- 
nismen, die SAM in im Vergleich zum Wildtyp verstarktem Mafte 
produzieren, dazu verwendet werden, Produkte, die durch Uber- 
tragung der Methylgruppe von SAM entstehen, herzustellen. 

Die f eedback-resistenten metA-Allele werden zur Expression des 
veranderten Homoserin-Transsuccinylase-Enzyms mittels ublicher 
Verfahren in einen Wirtsstamm transf ormiert . 

Fur die Bestimmung der L-Methionin- und/oder SAM-Sensitivitat 
der Homoserin-Transsuccinylase kann jede Methode beniitzt wer- 
den, die es erlaubt, die Aktivitat des Enzyms in Anwesenheit 
von L-Methionin oder SAM zu bestimmen. Beispielsweise kann die 
Bestimmung der Homoserin-Transsuccinylase-Aktivitat in Anleh- 
nung an die von Kredich und Tomkins beschriebene Methode zur 
Bestimmung der Aktivitat von Serin-Acetyltransf erasen (Kredich 
N.M. und Tomkins G.M. , J. Biol. Chem. 241, 4955-4965 (1966)) 
erfolgen. Die Enzymaktivitat wird in einem Ansatz, der Homose- 
rin und Succinyl-CoA enthalt, gemessen. Die Reaktion wird 
durch Enzymzugabe gestartet und uber die Abnahme der Extinkti- 
on bei 232 nm, die durch Spaltung der Thioesterbindung im Sue- 
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cinyl-Coenzym A hervorgeruf en wird, in einem Spektralphotome- 
ter verfolgt. Der beschriebene Test eignet sich fur die Be- 
stimmung der L-Methionin-Sensitivitat der Homoserin-Transsuc- 
cinylasen. Die Hemmung der Homoserin-Transsuccinylase- 
Aktivitat wird in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen 
von L-Methionin im Reaktionsansatz getestet. Die katalytische 
Aktivitat der verschiedenen Homoserin-Transsuccinylasen wird 
in An- und Abwesenheit von L-Methionin bestimmt und daraus die 
Hemmkonstante Ki ermittelt f welche diejenige Inhibitorkon- 
zentration beschreibt, bei welcher die Aktivitat nur noch 50 % 
der in Abwesenheit des Inhibitors messbaren betragt. 

Fur die Bestimmung der SAM-Sensitivitat der Aktivitat der ver- 
schiedenen Homoserin-Transsuccinylasen kann beispielsweise ein 
wie in Lee L.W. et al., J. Biol. Chem. 241, 5479-5480 (1966)- 
beschriebener Aktivitatstest erfolgen. Dabei wird der Enzymex- 
trakt mit Homoserin und Succinyl-CoA inkubiert. Nach verschie- 
denen Zeitpunkten wird ein Teil des Testansatzes durch Zugabe 
zu einem Gemisch aus Ethanol, Wasser und 5, 5 ' -Dithiobis (2- 
Nitrobenzoesaure) gestoppt. Die Absorption wird bei 412 nm 
photometrisch bestimmt. Der beschriebene Test eignet sich bei- 
spielsweise ftlr die Bestimmung der SAM-Sensitivitat der Homo- 
serin-Transsuccinylasen. Die Hemmung der Homoserin-Transsuc- 
cinylase-Aktivitat wird in Anwesenheit verschiedener Konzent- 
rationen von SAM im Reaktionsansatz getestet. Die katalytische 
Aktivitat der verschiedenen Homoserin-Transsuccinylasen wird 
in An- und Abwesenheit von SAM bestimmt und daraus die Hemm- 
konstante Ki ermittelt. 

In der Regel bevorzugt wird eine Homoserin-Transsuccinylase 
mit einer verringerten L-Methionin- und/oder SAM-Sensitivitat 
bei unveranderter katalytischer Aktivitat. Fur andere Vorhaben 
kann eine gleichzeitige Reduzierung der L-Methionin- und/oder 
SAM-Sensitivitat und der katalytischen Aktivitat erstrebens- 
wert sein. 

Die Expression eines f eedback-resistenten metA-Allels. kann un- 
ter Kontrolle des eigenen, vor dem metA-Gen lokalisierten Pro- 
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motors oder durch Verwendung anderer geeigneter Promotorsyste- 
me, die dem Fachmann bekannt sind, erfolgen. Dabei kann sich 
das entsprechende Gen unter der Kontrolle eines solchen Promo- 
tors entweder in einer oder in mehreren Kopien auf dem Chromo- 
som des Wirtsorganismus oder auf einem Vektor, vorzugsweise 
einem Plasmid befinden. Die Erfindung betrifft daher auch ein 
Plasmid, dadurch gekennzeichnet , dass es ein erf indungsgemafies 
feedback-resistentes metA-Allel mit einem Promotor enthalt. 

Zur Klonierung konnen Vektoren verwendet werden, die bereits 
genetische Elemente (z.B. konstitutive oder regulierbare Pro- 
motoren, Terminatoren) enthalten, die entweder eine andauernde 
oder eine kontrollierte, induzierbare Expression des fur eine 
Homoserin-Transsuccinylase codierenden Gens ermoglichen. Au- 
fierdem befinden sich auf einem Expressionsvektor vorzugsweise 
andere regulatorische Elemente wie ribosomale Bindungsstellen 
und Terminationssequenzen sowie Sequenzen, die fur selektive 
Marker und/oder Reporter-Gene codieren. Die Expression derar- 
tiger Selektionsmarker erleichtert die Identif izierung von 
Transf ormanten. Als Selektionsmarker geeignet sind Gene, die 
fur eine Resistenz gegenuber z. B. Ampicillin, Tetracyclin, 
Chloramphenicol , Kanamycin oder andere Antibiotika codieren . 
Wenn das erf indungsgemafie metA-Allel extrachromosomal repli- 
ziert werden soil, sollte der Plasmidvektor vorzugsweise einen 
Ursprungspunkt der Replikation enthalten. Besonders bevorzugt 
sind Plasmid-Vektoren wie beispielsweise die E. coli-Vektoren 
pACYC18 4, pUC18, pBR322, pSClOl und ihre Derivate. Als indu- 
zierbare Promotoren eignen sich beispielsweise der lac-, tac-, 
trc-, lambda PL, ara- oder tet-Promotor oder davon abgeleitete 
Sequenzen. Bevorzugt wird die konstitutive Expression von ei- 
nem GAPDH-Promotor . In einer besonders bevorzugten Ausfiih- 
rungsform der vorliegenden Erfindung befinden sich die fur die 
Homoserin-Transsuccinylase codierenden Gene unter Kontrolle 
des GAPDH-Promoters in einem von pACYC184 abgeleiteten Plas- 
mid. Die Strategien zur Integration von Genen in das Chromosom 
sind Stand der Technik. 



Col0221 / P 




Ein geeigneter Wirtsstamm wird mit einem Expressionsvektor, 
der die fur eine L-Methionin- und/oder SAM-insensitive Homose- 
rin-Transsuccinylase codierende Transkriptionseinheit enthalt, 
transf ormiert . Als Wirtsstamme werden Stamme, die L-Methionin- 
und/oder SAM-sensitive Proteine enthalten, wie zum Beispiel 
Bakterien verwendet. 

Als Wirtsstamm wird vorzugsweise ein E . coli-Wildtypstamm oder 
ein Staram verwendet, in dem das endogene metA-Gen inaktiviert 
ist, wie z.B. E. coli Stamm DL41, CGSC-Stammsammlung Nr. 7177, 
Solche Stamme werden durch ein erf indungsgemaiies metA-Gen kom- 
plementiert. D^.e Fahigkeit eines erf indungsgemalien. Stammes zur 
mikrobiellen Produktion von L-Methionin oder SAM kann durch 
zusatzliche MaJinahmen verstarkt werden. Beispielsweise k6nnen 
zu diesem Zweck StSmme verwendet werden, in welchen das Gen - 
metJ, welches fur einen Repressor der Gene des Methionin- 
Stof fwechsels codiert, nicht mehr exprimiert wird 
( JP2000139471A) . Weiterhin besteht die MSglichkeit, daruber 
hinaus verbesserte Homoserin-Transsuccinylasen dadurch zu ge- 
nerieren, dass die erf indungsgemaiJen Mutanten mit anderen Mu- 
tationen kombiniert werden, beispielsweise mit den in DE 
10247437 oder in JP2000139471A genannten Aminosaureaustau- 
schen. 

Die Produktion von L-Methionin oder SAM erfolgt vorzugsweise 
durch Kultivierung eines erf indungsgemalien Mikroorganis- 
menstammes. Dazu wird der Mikroorganismenstamm beispielsweise 
in einem Fermenter in einem Nahrmedium kultiviert, das eine 
geeignete Kohlenstof f-, und eine geeignete Energiequelle, so- 
wie andere Zusatzstoffe enthalt. 

Die wahrend der Fermentation gebildeten Substanzen wie bei- 
spielsweise L-Methionin oder SAM konnen anschlieliend aufgerei- 
nigt werden. 

Die folgenden Beispiele dienen der weiteren Erlauterung der 
Erfindung. Sarntliche eingesetzten molekularbiologischen Ver- 
fahren, wie Polymerase-Kettenreaktion, Isolierung und Reini- 
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gung von DNS, Modif ikation von DNS durch Restriktionsenzyme 
Klenow-Fragment und Ligase, Transformation etc wurden in der 
dem Fachmann bekannten, in der Literatur beschriebenen oder 
von den jeweiligen Herstellern empfohlenen Art und Weise 
durchgef iihrt . 

Beispiel 1: 

Erzeugung von f eedback-resistenten Homoserin-Transsuccinylasen 
durch Veranderung des carboxy-terminalen Teils des metA- 
Strukturgens 

Als Ausgangspiasmid diente das Plasmid pKP413GAP, welches das 
Wildtyp-metA-Gen aus E. coli unter Kontrolle des GAPDH- 
Promotors enthalt und unter der Nummer DSM 15221 bei der Deut- 
schen Sammlung ftir Mikroorganismen und Zellkulturen in Braun- 
schweig hinterlegt ist (Abbildung 1) . Mit pKP413GAP als Sub- 
strat wurde eine inverse Polymerase-Kettenreaktion mit Vent- 
Polymerase (New England Biolabs) nach dem Fachmann bekannten " 
Regeln durchgef iihrt . Als Primer dienten die am 5'-Ende 
phosphorylierten Oligonukleotide metAdell mit der Sequenz 
5 ' -CTATTTGTTAGTGAATAATAGTACTGAGCTCTGG-3 ' (SEQ ID No. 3) und 
metAdel2 mit der Sequenz 

5 ' -CTGGTGGATATATGAGATCTGGTAGACGTAATAG-3 ' (SEQ ID No. 4 ) . 
Das etwa 4,3 kb grofie Produkt wurde elektrophoretisch isoliert 
und mittels eines QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) nach 
Herstellerangaben gereinigt. Danach erfolgte eine intramoleku- 
lare Ligation mit T4-DNS-Ligase nach Herstellerangaben. Die 
Transformation von E. coli-Zellen des Stammes DH5a erfolgte 
nach der CaCl 2 -Methode auf dem Fachmann bekannte Art und Wei- 
se. Der Transformationsansatz wurde auf LB-Tetracyclin-Agar- 
platten (10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 10 g/1 NaCl, 15 
g/l^Agar, 15 mg/1 Tetracyclin) ausgebracht und iiber Nacht bei 
37 °C inkubiert. Die gewunschten Trans formant en wurden nach 
einer Plasmidisolierung mittels eines QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qiagen) durch eine Restriktionsanalyse identif iziert . Der 
Bereich zwischen den Schnittstellen Esp3l und Seal wurde se- 
quenziert, isoliert und in ein mit den gleichen Enzymen behan- 
deltes Plasmid P KP413GAP eingefUgt. Das entstandene Plasmid 
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pBaBmetAdel enthalt das unter Kontrolle des GAPDH-Promotors 
stehende Strukturgen metA aus E.coli, welches am 3'-Ende die 
in Tabelle 1 gezeigte Veranderung im Vergleich zum Wildtyp 
aufweist. Die veranderte Aminosauresequenz des durch dieses 
Gen codierten Proteins ist ebenfalls in Tabelle 1 dargestellt. 

Durch ein Verfahren, welches zu dem oben beschriebenen Verfah- 
ren analog ist, wurde durch Polymerase-Kettenreaktion mit den 
Oligonukleotiden metAextl mit der Sequenz 

5 ' -TGGTGGATATATGAGATCTGGTAGACGTAATAG-3 * , (SEQ ID No. 5) und 
metAdell mit der Sequenz 

5 ' -CTATTTGTTAGTGAATAATAGTACTGAGCTCTGG-3 ' , ( SEQ . ID No . 3 ) 
das Plasmid pBaBmetAext erzeugt. 

Durch Polymerase-Kettenreaktion mit den Oligonukleotiden me- 
tAextl mit der Sequenz: 

5'- TGGTGGATATATGAGATCTGGTAGACGTAATAG -3% (SEQ ID No. 5) und 
metAext2 mit der Sequenz 

5 ' -GTATTTGTTAGTGAATAATAGTACTGAGCTCTGG-3 ' , (SEQ ID No. 6) 
wurde das Plasmid pBaBmetAext2 erzeugt. 

Die Veranderungen im metA-Strukturgen im Vergleich zum Wildtyp 
sind in Tabelle 1 dargestellt. 
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Beispiel 2: 

Aktivitat der Homoserin-Transsuccinylase-Mutanten und Feed- 
back-Resistenz gegenuber L-Methionin 

Die Aktivitat und der EinfluG von L-Methionin auf die Aktivi- 
tat der verschiedenen Homoserin-Transsuccinylasen wurde durch 
einen . Enzymtest mit Zellextrakten, in denen die jeweiligen 
Proteine produziert worden waren, bestimmt. Dazu wurden die 
entsprechenden fur veranderte Homoserin-Transsuccinylasen co- 
dierenden Plasmide mittels Transformation nach dem Fachmann 
bekannten Methoden in den E. coli-Stamm W3110 (ATCC 27325) 
eingebracht. D^r Transf ormationsansatz wurde auf LB- 
Tetracyclin-Agarplatten (10 g/1 Trypton, 5 g/1 Hefeextrakt, 5 
g/1 NaCl, 15 g/1 Agar, 15 mg/1 Tetracyclin) ausgebracht und ii- 
ber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die erhaltenen Transf ormanten* - 
wurden in SMI-Medium (fur 1 1 Medium: CaCl 2 x 2 H 2 0 0,0147 g, . 
MgS0 4 x 7 H 2 0 0,3 g, Na 2 Mo0 4 x 2 H 2 0 0,15 mg, H 3 B0 3 2,5 mg, CoCl 2 
x 6 H 2 0 0,7 mg, CuS0 4 x 5 H 2 0 0,25 mg, MnCl 2 x 4 H 2 0 1,6 mg, 
ZnS0 4 x 7 H 2 0 0,3 mg, KH 2 P0 4 3,0 g, K 2 HP0 4 12,0 g, (NH 4 ) 2 S0 4 5 
g, NaCl 0,6 g, FeS0 4 x 7 H 2 0 0,002 g, Na 3 -Citrat x 2 H 2 0 Ig, 
Glucose 5 g, Trypton 1 g, Hefeextrakt 0,5 g) angezogen, bei 
einer Absorption von ca. 0,8 bei 600 nm abzentrif ugiert , in 50 
mM Tris pH 7,5 gewaschen und erneut abzentrif ugiert . Die Zel- 
len wurden in 50 mM Tris/Cl pH 7,5, 2 mM Dithiothreitol, 0,5 
mM PhenylHYIethyl-Sulf onsauref luorid resuspendiert und in einer 
French Press auf gebrochen. Der Oberstand einer weiteren 
Zentrifugation wurde als Enzymextrakt in den Test eingesetzt. 
Die Enzymaktivitat wurde in einem Ansatz mit 50 mM Tris/Cl pH 
7,6, 1 mM Homoserin und 0,1 mM Succinyl-CoA bestimmt, indem 
das bei der Reaktion entstehende Coenzym A tiber die Abnahme 
der Extinktion bei 232 nm photometrisch quantif iziert wurde in 
Anlehnung an die von Kredich und Tomkins beschriebene Methode 
zur Bestimmung der Aktivitat von Serin-Acetyltransf erasen, 
(Kredich N.M. und Tomkins G.M., J. Biol. Chern. 241, 4955-4965 
(1966)). Die Auswirkung von zugesetztem L-Methionin auf die 
Aktivitat wurde bestimmt und die Hemmbarkeit wurde als Ki 
quantif iziert . Als Ki wird diejenige Konzentration an-L- 
Methionin bestimmt, bei der die Aktivitat der Homoserin- 
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Transsuccinylase nur noch 50% der Aktivitat in Abwesenheit vo 
L-Methionin betragt . 

Alle Homoserin-Transsuccinylase-Mutanten zeigen eine im Ver- 
gleich zum Wildtyp erhohte Feedback-Resistenz hinsichtlich L- 
Methionin. Tabelle 2 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnis- 
se . 



Tabelle 2: Aktivitat des WT-Enzyms sowie der Homoserin-Trans- 
succinylase-Mutanten und Feedback-Resistenz gegentiber L- 
Methionin. 



Plasmid - 


_ Aktivitat 
' (U/mg) 


Aktivitat (%)* in 
Anwesenheit von 1 
mM L-Methionin 


Ki L-Methionin 
(mM) 










pKP4 13GAP 


0,155 


2 


0,05 










pBaBmetAdel 


0,042 


95 


16 


pBaBmetAext 


0,011 


91 


10 


pBaBmetAext2 


0,045 


90 


5 



* Aktivitat in Abwesenheit von L-Methionin entspricht 100%. 



Beispiel 3: 

Feedback-Resistenz der Homoserin-Transsuccinylasen gegentiber 
SAM 

Der Einflufi von SAM auf die Aktivitat der verschiedenen Homo- 
serin-Transsuccinylasen wurde durch Quantif izierung der Akti- 
vitat in Gegenwart verschiedener SAM-Konzentrationen (Cl-Salz, 
Sigma) bestimmt. Die Anzucht und Preparation der Zellextrakte 
erfolgte wie in Beispiel 2 beschrieben. Der Aktivitat stest er- 
folgte wie in Lee L.W. et al., J. Biol. Chem. 241, 5479-5480 
(1966) beschrieben, wobei der Enzymextrakt mit 50 mM Kalium- 
phosphat-Puffer pH 7,5, 3 mM Homoserin und 0,3 mM Succinyl-CoA 
inkubiert wurde- Nach verschiedenen Zeitpunkten wurden 100 pi 
Testansatz durch Zugabe zu einem Gemisch aus 400 pi Ethanol, 
400 pi Wasser und 100 pi 10 mM 5, 5 ' -Dithiobis (2- 
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Nitrobenzoesaure) gestoppt. Nachdem der Ansatz 5 Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert wurde, wurde die Absorption bei 412 
nm photometrisch bestiiraut. Nach Bestimmung der Proteinkonzent- 
ration wurde unter Verwendung des Extinktionskoef f izienten die 
Enzymaktivitat errechnet. Als Mali fur die Heiranbarkeit der Ak- 
tivitat durch SAM wurde der Ki bestimmt. 



Tabelle 3: Aktivitat der Homoserin-Transsuccinylase-Mutanten 
und Feedback-Resistenz gegeniiber SAM. 



Plasmid 


Aktivitat 
^ (U/mg) 


Aktivitat (%)* in 
Gegenwart von 1 mM 
SAM 


Ki SAM (mM) 










pKP413GAP 


0,62 


0,5 


0,2 










pBaBmetAdel 


0,25 


95 


! 9 


pBaBmetAext 


0,082 


75 


4 


pBaBmetAext2 


0, 173 


99 


16 



* Aktivitat in Abwesenheit von SAM entspricht 100%. 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Consortium fur elektrochemische Industrie GmbH 

5 

<120> Feedback-resistente Homoserin-Transsuccinylasen mit 
10 modifiziertem C-Terminus 

<130> Col0221 

15 

•<140> 
<141> "* 

<160> 12 

25 

<170> Patentln Ver. 2.0 

30 

<210> 1 
<211> 930 

35 

<212> DNA 

<213> Escherichia coli 

<220> 
<221> CDS 

45 

<222> (1) . - (930) 

50 <300> 

<301> Blattner, F. R. 
<302> The complete genome sequence of Escherichia coli K-12. 

55 

<303> Science 
<304> 277 
60 <305> 533 



5 
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<306> 1453-1474 
<307> 1997 

<308> Blattner, F . R. 



10 



15 



<400> 1 

atg ccg att cgt gtg ccg gac gag eta ccc gec gtc aat ttc ttg cgt 
Met Pro lie Arg Val Pro Asp Glu Leu Pro Ala Val Asn Phe Leu Arg 
15 10 15 



48 



25 



gaa gaa aac gtc ttt gtg atg aca act tct cgt gcg tct ggt cag gaa 
Glu Glu Asn Val Phe Val Met Thr Thr Ser Arg Ala Ser Gly Gin Glu 
20 25 30 



96 



att cgt cca ctt aag gtt ctg ate ctt aac ctg atg ccg aag aag att 14 4 
30 lie Arg Pro Leu Lys Val Leu lie Leu Asn Leu Met Pro Lys Lys lie 
35 40 45 



35 




45 



50 



55 



gaa act gaa aat cag ttt ctg cgc ctg ctt tea aac tea cct ttg cag 192 
Glu Thr Glu Asn Gin Phe Leu Arg Leu Leu Ser Asn Ser Pro Leu Gin 
50 55 60 



gtc gat att cag ctg ttg cgc ate gat tec cgt gaa teg cgc aac acg 
Val Asp lie Gin Leu Leu Arg He Asp Ser Arg Glu Ser Arg Asn Thr 
65 70 75 80 

ccc gca gag cat ctg aac aac ttc tac tgt aac ttt gaa gat att cag 
Pro Ala Glu His Leu Asn Asn Phe Tyr Cys Asn Phe Glu Asp He Gin 
85 90 95 



240 



288 



gat cag aac ttt gac ggt ttg att gta act ggt gcg ccg ctg ggc ctg 

60 



■336 
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Asp Gin Asn Phe Asp Gly Leu He Val Thr Gly Ala Pro Leu Gly Leu 
100 105 110 



10 



gtg gag ttt aat gat gtc get tac tgg ccg cag ate aaa cag gtg ctg 
Val Glu Phe Asn Asp Val Ala Tyr Trp Pro Gin He Lys Gin Val Leu 
115 120 125 



384 



15 gag tgg teg aaa gat cac gtc acc teg acg ctg ttt gtc tgc tgg gcg 432 
Glu Trp Ser Lys Asp His Val Thr Ser Thr Leu Phe Val Cys Trp Ala 
130 - 135 140 

gta cag gec gcg etc aat ate etc tac ggc att cct aag caa act cgc 480 
25 Val Gin Ala Ala Leu Asn He Leu Tyr Gly He Pro Lys Gin Thr Arg 
145 150 155 160 




30 

acc gaa aaa etc tct ggc gtt tac gag cat cat att etc cat cct cat 528 

Thr Glu Lys Leu Ser Gly Val Tyr Glu His His He Leu His Pro His 
35 165 170 175 




45 



50 



gcg ctt ctg acg cgt ggc ttt gat gat tea ttc ctg gca ccg cat teg 576 
Ala Leu Leu Thr Arg Gly Phe Asp Asp Ser Phe Leu Ala Pro His Ser 
180 185 190 



cgc tat get gac ttt ccg gca gcg ttg att cgt gat tac acc gat ctg 
Arg Tyr Ala Asp Phe Pro Ala Ala Leu He Arg Asp Tyr Thr Asp Leu 
195 200 205 



624 



55 



60 



gaa att ctg gca gag acg gaa gaa ggg gat gca tat ctg ttt gee agt 
Glu He Leu Ala Glu Thr Glu Glu Gly Asp Ala Tyr Leu Phe Ala Ser 
210 215 220 



672 
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aaa gat aag cgc att gcc ttt gtg acg ggc cat ccc gaa tat gat gcg 
5 Lys Asp Lys Arg lie Ala Phe Val Thr Gly His Pro Glu Tyr Asp Ala 
225 230 235 240 



720 



10 




25 



30 



35 




45 



50 



55 



ccg cga gcg age tgg cgt agt cac ggt aat tta ctg ttt acc aac tgg 
Pro Arg Ala Ser Trp Arg Ser His Gly Asn Leu Leu Phe Thr Asn Trp 

275 280 285 

etc aac tat tac gtc tac cag ate acg cca tac gat eta egg cac atg 
Leu Asn Tyr Tyr Val Tyr Gin lie Thr Pro Tyr Asp Leu Arg His Met 
290 295 300 

aat cca acg ctg gat taa 
Asn Pro Thr Leu Asp 
305 310 



<210> 2 
<211> 309 
<212> PRT 
60 <213> Escherichia coli 



768 



caa acg ctg gcg cag gaa ttt ttc cgc gat gtg gaa gcc gga eta gac 
Gin Thr Leu Ala Gin Glu Phe Phe Arg Asp Val Glu Ala Gly Leu Asp 
15 245 250 255 



ccg gat gta ccg tat aac tat ttc ccg cac aat gat ccg caa aat aca 816 
Pro Asp Val Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro His Asn Asp Pro Gin Asn Thr 
260 265 270 



864 



912 



930 
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<400> 2 

Met Pro lie Arg Val Pro Asp Glu Leu Pro Ala Val Asn Phe Leu Arg 
15 10 15 

Glu Glu Asn Val Phe Val Met Thr Thr Ser Arg Ala Ser Gly Gin Glu 
20 25 30 

lie Arg Pro Leu Lys Val Leu lie Leu Asn Leu Met Pro Lys Lys lie 
35 "* 40 45 

Glu Thr Glu Asn Gin Phe Leu Arg Leu Leu Ser Asn Ser Pro Leu Gin 
50 55 60 

Val Asp lie Gin Leu Leu Arg lie Asp Ser Arg Glu Ser Arg Asn Thr 
65 70 75 80 

Pro Ala Glu His Leu Asn Asn Phe Tyr Cys Asn Phe Glu Asp lie Gin 
85 90 95 

Asp Gin Asn Phe Asp Gly Leu He Val Thr Gly Ala Pro Leu Gly Leu 
100 105 110 

Val Glu Phe Asn Asp Val Ala Tyr Trp Pro Gin He Lys Gin Val Leu 
115 120 125 

Glu Trp Ser Lys Asp His Val Thr Ser Thr Leu Phe Val Cys Trp Ala 
130 135 140 



Val Gin Ala Ala Leu Asn He Leu Tyr Gly He Pro Lys Gin Thr Arg 
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145 150 155 160 

Thr Glu Lys Leu Ser Gly Val Tyr Glu His His He Leu His Pro His 
165 170 175 

Ala Leu Leu Thr Arg Gly Phe Asp Asp Ser Phe Leu Ala Pro His Ser 
180 185 190 

Arg Tyr Ala Asp Phe Pro Ala Al'a Leu He Arg Asp Tyr Thr Asp Leu 
195 "* 200 205 

Glu He Leu Ala Glu Thr Glu Glu Gly Asp Ala Tyr Leu Phe Ala Ser 
210 215 220 

Lys Asp Lys Arg He Ala Phe Val Thr Gly His Pro Glu Tyr Asp Ala 
225 230 235 240 

Gin Thr Leu Ala Gin Glu Phe Phe Arg Asp Val Glu Ala Gly Leu Asp 
245 250 255 

Pro Asp Val Pro Tyr Asn Tyr Phe Pro His Asn Asp Pro Gin Asn Thr 
260 265 270 

Pro Arg Ala Ser Trp Arg Ser His Gly Asn Leu Leu Phe Thr Asn Trp 
275 280 285 

Leu Asn Tyr Tyr Val Tyr Gin He Thr Pro Tyr Asp Leu Arg His Met 
290 295 300 



Asn Pro Thr Leu Asp 



CO10221 / P 



23 



305 

<210> 3 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: 
Oligonucleotide metAdell 

<400> 3 

ctatttgtta gtgaataata gtactgagct ctgg 

<210> 4 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence 
Oligonucleotide metAdel2 

<400> 4 

ctggtggata tatgagatct ggtagacgta atag 



<210> 5 
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<211> 33 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: 
Oligonucleotide metAextl 

<400> 5 

tggtggatat atgagatctg gtagacgtaa tag 

<210> 6 
<211> 34 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence 
Oligonucleotide metAext2 

<400> 6 

gtatttgtta gtgaataata gtactgagct ctgg 

<210> 7 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial Gene 
Sequence 

<400> 7 

tcatatatcc accagctatt tgttagtgaa taa 



<210> 8 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial 
Protein Sequence 

<400> 8 

Ser Tyr lie His Gin Leu Phe Val Ser Glu 
15 10 



<210> 9 
<211> 102 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial Gene 
Sequence 
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<400> 9 

tcatatatcc accactattt gttagtgaat aatagtactg agctctggat gcatacgcgt 
ttaattaagc ggccgcactg cgatgagtgg cagggcgggg eg 



<210> 10 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial 
Protein Sequence 

<400> 10 

Ser Tyr lie His His Tyr Leu Leu Val Asn Asn Ser Thr Glu Leu Trp 
15 10 15 

Met His Thr Arg Leu lie Lys Arg Pro His Cys Asp Glu Trp Gin Gly 
20 25 30 

Gly Ala 



<210> 11 
<211> 102 
<212> DNA 
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<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial Gene 
Sequence 

<400> 11 

tcatatatcc accagtattt gttagtgaat aatagtactg agctctggat gcatacgcgt 
ttaattaagc ggccgcactg cgatgagtgg cagggcgggg eg 



<210> 12 
<211> 34 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Description of Artificial Sequence: Partial 
Protein Sequence 

<400> 12 

Ser Tyr lie His Gin Tyr Leu Leu Val Asn Asn Ser Thr Glu Leu Trp 
15 10 15 

Met His Thr Arg Leu lie Lys Arg Pro His Cys Asp Glu Trp Gin Gly 
20 25 30 



Gly Ala 
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Paten tanspriiche : 

1. Homoserin-Transsuccinylase die im Vergleich zu einem Homo- 
serin-Transsuccinylase Wildtyp-Enzym reduzierte Sensitivi- 
tat gegeniiber L-Methionin oder SAM zeigt, wobei das Wild- 
typ-Enzym eine flminosauresequenz besitzt, die eine Teilse- 
quenz TyrGlnXaaThrPro umfasst, wobei das Thr dieser Teilse- 
quenz zwischen Position 285 und -310 der Amino sauresequenz 
liegt und wobei Position 1 das Startmethionin ist, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie im Vergleich zum Wildtyp-Enzym ei- 
ne Veranderung von mindestens 2 Aminosauren C-terminal des 
Thr der- Teilsequenz aufweist. 

2. Homoserin-Transsuccinylase gemafi Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass sie eine Veranderung von mindestens 5 A- 
minosauren, bevorzugt von mindestens 10 Aminosauren C- 
terminal des Thr der Teilsequenz aufweist. 

3. Homoserin-Transsuccinylase gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass sie eine im Vergleich zum Wildtyp- 
Enzym zumindest 2-fach erhohte Resistenz (erhohter Ki) ge- 
genuber den Inhibitoren SAM und/oder L-Methionin aufweist. 

4. Homoserin-Transsuccinylase gemafi einem der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet , dass sie eine der in Tabelle 1 
auf gelisteten Mutationen aufweist. 

5. MetA-Allel codierend fiir eine Homoserin-Transsuccinylase 
gemafi einem der Anspriiche 1 bis 4. 

6. Plasmid, dadurch gekennzeichnet, dass es ein metA-Allel ge- 
mafi Anspruch 5 mit einem Promotor enthalt . 

7 . Mikroorganismenstamm, dadurch gekennzeichnet , dass er ein 
f eedback-resistentes metA-Allel gemafi Anspruch 5 enthalt. 

8 . Mikroorganismenstamm, gemafi Anspruch 7 dadurch gekennzeich- 
net, dass es sich um einen gram-negativen Bakterienstamm, 
vorzugsweise um E. coli handelt. 

9 . Verf ahren zur Herstellung von L-Methionin oder SAM durch 
Kultivierung eines Mikroorganismenstammes gemafi Anspruch 7 
oder 8 - 
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Zusammenf assung 

Feedback-resistente Homoserin-Transsuccinylasen mit modifi- 

ziertem C-Terminus 

Homoserin-Transsuccinylase die im Vergleich zu einem Homose- 
rin-Transsuccinylase Wildtyp-Enzym reduzierte Sensitivitat ge- 
genuber L-Methionin oder SAM zeigt, wobei das Wildtyp-Enzym 
eine Aminosauresequenz besitzt, die eine Teilsequenz 
TyrGlnXaaThrPro umfasst, wobei das Thr dieser Teilsequenz zwi- 
schen Position 285 und 310 der Aminosauresequenz liegt und wo- 
bei Position 1 ..das Startmethionin ist, dadurch gekennzeichnet , 
dass sie im Vergleich zum Wildtyp-Enzym eine Veranderung von 
mindestens 2 Aminosauren C-terminal des Thr der Teilsequenz 
auf weist - ' - 
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Abbildung 1: Plasmid pKP413GAP 
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